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　Antisera　（polyclonal　anti－idiotype　antibodies）　were　produced　by　immunization　of　anti　a－
fetoprotein　monoclonal　antibody　AFDO46，　AFP－26，　ZMAF2　and　AFP／1，　and　their　reactivity　and
antigen　combining　site　were　analyzed．　Furthermore，　the　idiotype　on　the　antigen　combining　site　was
evaluated　by　producing　a　monoclonal　anti－idiotype　antibody　to　monoclonal　antibody　AFDO46．
　Cross　inhibition　assay　showed　that　three　of　the　four　anti　a－fetoprotein　monoclonal　antibodies
（AFDO46，　ZMAF2　and　AFP／1）　recognized　the　same　or　extremely　similar　epitopes　on　the　combining
site．　lt　was　suggested　that　these　antisera　strongly　reacted　only　to　their　own　immunogen　and
recognized　a　private　idiotype　on　the　antibody　by　inhibiting　the　antibody　binding　to　a－fetoprotein　as
an　antigen．　Two　anti－idiotype　monoclonal　antibodies　to　monoclonal　antibody　AFDO46　were　made，
the　subclass　being　lgGi．　lt　was　obvious　that　they　were　also　anti－idiotype　antibodies　which　could
recognize　antigen　binding　sites　in　antisera，　due　to　the　fact　that　they　had　a　similar　reactivity　to　those
in　antisera　and　they　could　not　reactto　any　other　antibodies．
1．緒 言
　1974年Jerne1）がideotype　network　theoryを提
唱して以来，生体内では抗体固有のイディオタイプ
に対して抗イディオタイプ抗体が産生され，一連の
イディオタイプ抗イディオタイプ抗体のネットワー
クによって免疫応答が調節されるとされ，抗イディ
オタイプ抗体の免疫系調節における解析がなされて
きた．臨床面への応用研究における抗イディオタイ
プ抗体の解析は主として自己免疫疾患2）やreceptor
病に対する病因の解析3）に用いられてきたが，近年，
担癌生体における免疫系調節においても重要な役割
を担っていると考えられるようになっている．最近，
抗イディオタイプ抗体の一部には抗原の内在像
（internal　image）を有するものがあることが証明さ
れ，ワクチンとしての臨床応用が注目されている．
本研究では，数種の抗αフェトプロテインモノクロ
ーナル抗体を免疫原とした抗血清（抗イディオタイ
プ血清）を作製し，抗原性の違いによるその反応性
を解析した．さらに抗αフェトプロテインモノクロ
（1992年2月5日受付，1992年2月20日受理）
Key　words：抗イディオタイプ抗体（Anti－idiotype　antibody），モノクローナル抗体（Monoclonal　antibody），α一
フェトプロテイン（Alfa－feto　protein），酵素標識免疫吸着アッセイ（Enzyme　linked　immuno　sorbent　assay）
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一ナル抗体AFD　O46を免疫原として抗イディオタ
イプモノクローナル抗体を作製し，抗原結合部位の
イディオトープを中心とした抗原抗体反応に関する
詳細な解析を行った．
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　1．モノクローナル抗体
　本研究では以下の各種抗体を用いた．抗ヒトαフ
ェトプロテイン（AFP）モノクローナル抗体
AFD　O46（持田製薬，東京），　AFP－26，　AFP／1（セ
ロテック社，イギリス），ZMAF　2（ザイメット社，
アメリカ），抗ヒトCEAモノクローナル抗体
CEM　O10（持田製薬，東京），　ZCEA　1（ザイメット
社，アメリカ），抗ヒトHLA－class　Iモノクローナ
ル抗体W6／32，抗HLADR＋DP＋DQモノクロー
ナル抗体DWHC　54（セロテック社，イギリス），抗
ヒト高分子メラノーマ関連抗原（HMW－MAA）モ
ノクローナル抗体225．28（NYMC，　New　York），抗
CD　3モノクローナル抗体E5／40（セロテック社，
イギリス），抗CD　8モノクローナル抗体Ttt　102（ビ
オテスト社，ドイツ），抗ヒト高分子メラノーマ関連
抗原（HMW－MAA）に対する抗イディオタイプモ
ノクローナル抗体MK　9－10。これらの抗体は各々，
既報4）5）6）の如く作製，確立されている．
　2．細胞培養
　マウス骨髄腫細胞X63－Ag　8－653，抗体産生ハイ
ブリドーマおよび肝癌細胞株PLC／PRF／5は
RPMI　1640（Gibco，　New　York）にゲンタマイシン
（25μg／m1），2mML一グルタミンを添加したものに
10％非働化牛胎児血清（Gibco，　New　York）を加え
た溶液（培養液）を使用し，37℃，5％CO2インキ
ュベーター内で静置培養とした．
　3．抗血清（抗イディオタイプ血清）の作製
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図2Monoclonal　antibody　production
　免疫原として精製した4種のマウス抗ヒトAFP
モノクローナル抗体（AFD　O46，　AFP－26，
ZMAF　2，　AFP／1）200コ口を2．5％グルトアルデヒ
ドを用いキーホールリミペットヘモチアジン
（Sigma，　USA）と結合させた後，初回はAdjvant－
complete　Freund，2回目は7日後にAdjvant　In－
complete　Freundに懸濁し，　BALB／Cマウス雌5週
齢の腹腔内に注入し同系免疫した．さらに7日後に
リン酸緩衝塩化ナトリウム液（PBS）に浮遊させた
抗体自身を注射し，その3日後採血し抗血清を採取
した．採取した血清は33％飽和硫安で塩析した後使
用した（図1）
　4．抗イディオタイプモノクローナル抗体の作製
　1）免疫原と免疫方法
　免疫原として精製したマウス抗ヒトAFPモノク
ローナル抗体（AFD　O46）200μgを抗血清と同様に
免疫し，最終免疫より3日目に無菌的に脾摘を施行
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した（図2）
　2）細胞融合
　摘出した脾臓を培養液を加えた6cmの滅菌シャ
ーレに入れ，脾細胞を機械的に遊離した．赤血球を
トリス緩衝塩化アンモニウム溶液にて溶血除去し，
脾細胞を培養液にて数回洗浄した．得られた脾細胞
とマウス骨髄腫細胞X63－Ag　8－653を8対1の割
合で混合し，40％ポリエチレングリコール　（Boe－
hriger　Mannheim，　W．Germany）の存在下に室温に
て細胞融合させ，細胞融合後培養液に浮遊させ12時
間培養した．
　3）HAT培地による選別
　培養後，培養液にhypoxanthine，　aminopterin，
thymidine（Flow　Laboratories，　Scotland）を加え
たHAT培地に交換し，96穴の平底マイクロプレー
ト（Falcon，　USA）に分注して培養した．約10日後
よりハイブリドーマクローンの増殖を得た．
　4）抗イディオタイプモノクローナル抗体の検出
①ペルオキシダーゼ標識抗体の作製
　過ヨウ素酸酸化法7）にてペルオキシダーゼを使用
し抗ヒトAFPモノクローナル抗体（AFD　O46）を
標識した．
②ハイブリドーマ上清のスクリーニング
　　（sandwich　enzyme　immunoassay8））
　抗ヒトAFPモノクローナル抗体（AFD　O46）を
0．1M重炭酸溶液（pH　9．5）を用いて100μg／mlの
濃度に調節し，96穴の平底マイクロプレート（Fal・
con＃3912，　USA）に4℃で24時間反応させコーテ
ィングした．各穴において1／3の面積を占める程度
に増殖したハイブリドーマの上清を50μ1／wellず
つ入れ，4時間反応させた．0．01％Tween　20添加
PBS（洗浄液）で洗浄後，ペルオキシダーゼ標識し
たAFD　O46抗体（10μg／m1）を加え室温で2時間
反応させた後，0．04％〇一フェニレンジアミン（片山
化学工業，大阪）100μ1／we11（発色液）を加え室温
暗所で1時間発色させた．4．5N硫酸を50μ1／well
ずつ加え反応を停止させ，Microplate－reader（BIO－
RAD，　USA）を用いて波長492　nmで各穴の吸光度
を測定した．
　5）腹水の作製および精製
　検出された抗イディオタイプ活性を有するハイブ
リドーマは，限界希釈法によるクローニングを最低
3回施行し，安定したクローンを確立した．培養上清
を採取する一方，Pristane（Sigma，　USA）処理した
BALB／Cマウス雌8～10週齢の腹腔内に1～5×
106個接種し増殖させ，1～2週間後に貯留した腹水
を採取した．これらの上清と腹水はcaprylic　acid
法9）およびProtein　A　sepharose（BIO－RAD，　USA）
を用いて精製した．
　6）免疫グロブリンサブクラスの同定
　免疫グロブリンサブクラスはウサギ抗マウス
IgA，　IgM，　IgG1，IgG2a，　IgG2b，　IgG3，ペルオキシダー
ゼ標識抗マウス抗体（BIO－RAD，　USA）を用いて
ELISA法7）により決定した．
　5．抗AFPモノクローナル抗体の抗原決定基の
　　検定
　1）ペルオキシダーゼ標識抗体の作製
　ペルオキシダーゼを使用し，過ヨウ素酸酸化法7）
にて各々の抗ヒトAFPモノクローナル抗体
（AFD　O46，　AFP－26，　ZMAF　2，　AFP／1）を標識し
た．
　2）抗原に対する結合阻止反応（Crossinhibition
assay）
　PLC／PRF／5細胞培養液より分離精製したAFP
抗原17）を0．1M重炭酸溶液で透析し100μg／m1の
濃度に調節した後，96穴平底マイクロプレートに50
μ1／wellずつ入れ，40Cで24時間反応させコーティ
ングした．充分量の各抗ヒトAFPモノクローナル
抗体でブロックした後，作製した各ペルオキシダー
ゼ標識抗体（10μg／ml）を加え室温で2時間反応さ
せた後，発色液100μ1／we11を加え室温暗所で1時
間発色させ，Micro　platereaderを用いて波長492
nmで吸光度を測定した．
　6．抗イディ二三イプポリクローナル抗体（抗血
　　清）の解析
　1）各抗血清における特異性の解析
　作製した4種の抗血清（抗AFD　O46血清，抗
AFP－26血清，抗ZMAF　2血清，抗AFP／1血清）
を96穴平底マイクロプレートで4℃で5時間反応
させた後，洗浄液にて洗浄しポリクローナル抗体を
コーティングした．非特異反応の防止のため1％
BSA（牛血清アルブミン）含有PBSを100μ1／we11
加え，室温で2時間反応させた後，充分量の各種標
識モノクローナル抗体（AFD　O46，　AFP－26，
ZMAF　2，　AFP／1）を各濃度（0．05，0．4，0．5，
1．0，3．O，5．0，10．0μg／m1）で4℃，5時間反応さ
せた．洗浄液にて3回以上洗浄した後，発色液を100
μ1／wellずつ加え室温暗所で1時間反応させ，波長
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492nmで吸光度を測定した．対照はウサギ抗マウス
血清（Cappe1，　USA）を用いた．
　2）AFP抗原抗体反応阻止試験：（antigen　anti－
body　binding　blocking　sassy）
　同様にAFP抗原をコーティングしたプレートを
1％BSA／PBSにてブロッキングし，あらかじめ
4℃，3時間反応させた種々の濃度に希釈した4種の
抗血清（抗AFD　O46血清，抗AFP－26血清，抗
ZMAF　2血清，抗AFP／1血清）と等量の各標識モ
ノクローナル抗体の混合物を加え，4℃5時間反応さ
せた．洗浄液にて洗浄後，発色液を加え1時間反応
させ波長492nmで吸光度を測定した．
　7．抗イディオタイプモノクローナル抗体の解析
　1）F（ab’）2フラグメントの作製
　Parhamらの方法10）に準じ精製した抗AFPモノ
クローナル抗体（AFD　O46）をPepsinにて消化し
作製した．すなわち，IgG1モノクローナル抗体の酵
素／蛋白比を1／40に調節し37℃で，各々8時間反応
させた．その後，1Mトリス溶液でpH　7．0に中和
させ反応を停止した．得られたF（ab’）2フラグメン
トは分子量を確認した後，コーティングしたAFP
抗原と反応させ活性を確認した．
　2）F（ab’）、フラグメント結合反応
　F（ab’）2フラグメントをO．1　M重炭酸溶液
（pH　9．5）を用いて100μg／mlの濃度に調節し，96
穴平底プレートに50μ1／we11ずつ加え4℃で24時
間反応後，洗浄した．1％BSA／PBSでブロッキン
グし，各濃度に希釈したモノクローナル抗体を50
μ1／wellずつ入れ，4℃で5時間反応させた．再度洗
浄後，二次抗体としてペルオキシダーゼ標識ヤギ抗
マウスイムノグロブリン（Cappe1，　USA）を50μ1／
well加え，室温で2時間反応させた．再度洗浄した
後，発色液を反応させ波長492nmで吸光度を測定
した．
　3）Sandwich結合反応
　ハイブリドーマ上清の検出と同様の方法にて，各
濃度に希釈されたモノクローナル抗体を反応させ波
長492nmで吸光度を測定した．
　4）AFP抗原抗体反応阻止試験
　標識抗ヒトAFPモノクローナル抗体AFD　O46
50μ1と各濃度に希釈した同量のモノクローナル
抗体をあらかじめ4℃で5時間反応させ，抗血清に
おける結合阻止反応と同様に吸光度を測定した．対
照として同じ抗イディオタイプモノクローナル抗体
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表1Antibody　secreting　hybridomas　generated
　　with　splenocytes　from　BALB／c　mine　immun－
　　ized　with　anti　AFP　monoclonal　antibody
　　AFD　046
F・sl・n　lmm・n・gen一碧1二S欝h驚謹：
KW　MoAb　AFDo46　287　2（O．7％）　2（O．7％）　2（o．7％）
である高分子メラノーマ抗原における抗イディオタ
イプモノクローナル抗体MK　9－10を用いた．
　5）各種モノクローナル抗体との交叉反応
①F（ab’）2フラグメントの作製
　モノクローナル抗体2種（KW－082，　KW－106）か
らPepsinを用いてF（ab’）2フラグメントを作製し
た．得られたF（ab’）、は分子量を確認後，標識抗ヒ
トAFPモノクローナル抗体AFD　O46と反応させ
活性を確認した．
②交叉反応試験
　作製したモノクローナル抗体2種（KW－082，
KW－106）のF（ab’）、フラグメントを0．1M重炭酸
溶液（pH　9．5）を用いて100μg／m1の濃度に調節し
た．96穴平底マイクロプレートに50μ1／we11ずつ
入れ，4℃で24時間反応させコーティングした．洗
浄液で洗浄後，1％BSA／PBSでブロッキングを行
った．PBSで希釈された各種モノクローナル抗体
（0，1mg／m1）50μ1／we11ずつ入れ，4℃で5時間反
応させ再度洗浄後，二次抗体としてペルオキシダー
ゼ標識ヤギ抗マウスイムノグロブリンを50μ1／well
ずつ加え，室温で2時間反応させた．さらに洗浄後，
発色液を加え1時間反応させ波長492nmで吸光度
を測定した．
IIL研究成績
　1．抗AFPモノクローナル抗体（AFDO46）に対
　　するモノクローーナル抗イディオタイプ抗体
　3回の細胞融合を試み，このうち1回に細胞融合
を得た．モノクローナル抗体を産生するハイブリド
ーマ287株中，抗AFPモノクローナル抗体
AFD　O46に対し2種類の抗イディオタイプモノク
ローナル抗体が得られた．細胞融合効率は0．7％と
低い結果であった．得られた2種類の抗イディオタ
イプモノクローナル抗体を各々KW－082とKW・
106とした．これらの免疫グロブリンサブクラスは，
いずれもELISA法7）にてIgG、であった（表1）．
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表2Epitopes　on　the　alpha　feto－protein　antigen
Peroxidase－cor巾gated　Monoclonai　AntibodyBlockinglonoclonal
`ntibodyAFDO46AFP－26ZMAF2AFP／1
AFDO46
`FP－26
yMAF2
`FP／1
0，225
O，723
O，238
O，231
0，688
O，194
O，746
O，697
0．2可3
O，668
O，183
O，263
0，297
O，884
O，313
O，203
SoLid　phese　AFP　antigefi　vtes　eoated　with　an　excess　ef　cold
monoclonel　antibodies　and　then　tested　for　their　ebMty　of　bind
peroxidase　conjugated　monoclonel　antibodies
　2．抗AFPモノクローナル抗体の抗原決定基の
　　検定
　Crossinhibition　assayを用いて，これら4種のモ
ノクローナル抗体（AFD　O46，　AFP－26，　ZMAF　2，
AFP／1）の認識するAFP上に存在するepitopeの
異同を観察した，AFD　O46は標識AFD　O46，
ZMAF　2，　AFP／1に対して吸光度0．225，0．213，
0．297，ZMAF　2は標識AFD　O46，　ZMAF　2，
AFP／1に対して0．238，0．186，0．313，　AFP／1は
標識AFD　O46，　ZMAF　2，　AFP／1，に対して
0．231，0．263，0．203と即値を示しブロックされた．
AFP－26は標識AFD　O46，　ZMAF　2，　AFP／1に対
して0．723，0．668，0．884と高値を示しブロック
されなかった．この結果からAFD　O46，　AFP／1，
ZMAFの認識するepitopeは同一か，あるいは非
常に近接していることが示唆された．しかし，他の
モノクローナル抗体間の組合わせでは互いに　cros－
sinhibitionを示さないことからepitopeは異なって
いると推察された（表2）．
　3．抗イディオタイプポリクローナル抗体（抗血
　　清）の解析
　1）各抗血清における特異性の解析
　4種の抗血清（抗AFD　O46血清，抗AFP－26血
清，抗ZMAF　2血清，抗AFP／1血清）を固相化
し，各種モノクローナル抗体とさせた成績，標識抗
体濃度1，0μg／mlを境に急唆に立ち上がり5．0μg／
mlでは吸光度0．40以上（対照は各濃度で0．05以
下）を示した．各ポリクローナル抗イディオタイプ
抗体はそれぞれの免疫原であるマウス抗ヒトAFP
モノクローナル抗体（AFD　O46，　AFP－26，
ZMAF　2，　AFP／1）と，濃度に依存して強く反応し
たが，免疫原以外の異なる抗体とは各濃度において
吸光度0．10以下とごく弱い反応か，あるいはほとん
ど反応を示さなかった（図3）．
　2）AFP抗原抗体反応阻止試験
　固相化したAFP抗原と各種標識モノクローナル
抗体との結合反応をポリクローナル抗イディオタイ
プ抗体が阻止し得るかを検討した．ポリクローナル
抗イディオタイプ抗体の濃度にはぼらつきがみられ
たが一様に10μg／ml以上の濃度では吸光度0．6以
下を示し結合を強く阻止することを示した．これに
対して，対照として用いたウサギ抗マウス血清では
濃度に関係なく吸光度は1．30以上を示し阻止効果
は全く認められなかった．また同時に行った免疫原
以外の標識モノクローナル抗体との反応においては
対照と同様吸光度は1．00以上を示し阻止効果は全
く認め れなかった（図4）．
　4．抗イディオタイプモノクローナル抗体の解析
　1）F（ab’）2フラグメント結合反応
　作製したモノクローナル抗体AFD　O46のF
（ab’）2フラグメントに対し抗イディオタイプモノ
クローナル抗体KW－082，　KW－106はいずれも濃
度に依存した結合を示し，10－1μg／mlでは吸光度
1．22，1．23を示し10－5μg／mlを境にそれぞれ
0．10以下の寸忠を示した．対照として用いた高分子
メラノーマに対する抗イディオタイプモノクローナ
ル抗体MK　9－10では各濃度において吸光度0．20
以下を示し全く結合を示さなかった（図5）．
　2）Sandwich結合反応
　KW－082，　KW－106はいずれも濃度に依存した結
合を示し，10－1μg／m1では吸光度0．92，0．90を示
し10－4、μg／mlを境にそれぞれ0。10以下の低値を
示した．対照として用いた高分子メラノーマに対す
るイディオタイプモノクローナル抗体MK　9－10で
は各濃度において吸光度0．10以下を示し全く結合
を示さなかった．F（ab’）2フラグメント結合反応の
結果とほぼ同じ反応を示したが，その感受性はF
（ab’）2フラグメント結合反応より劣っていた（図
5）　．
　3）AFP抗原抗体反応阻止試験
　KW－082，　KW・106ともに濃度に依存した反応曲
線を示し10　i　＃　g／mlでは吸光度0．97，0．99，1．O
pt　g／m1では0．90，0．82を示した．5．0μg／m1を境
にそれぞれ0．10，0．16と低値を示し，標識モノク
ローナル抗体とAFPとの結合反応を阻止した．対
照として用いた高分子メラノーマに対する抗イディ
オタイプモノクローナル抗体MK　9－10では各濃度
において吸光度1．00以上を示し全く反応は阻止で
きなかった．これらより得られた抗体は免疫原であ
る抗AFP抗体AFD　O46の抗原結合部位を認識す
（5）
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るものであることが推察された（図5）．
　4）他種のモノクローナル抗体との交叉反応
抗イディオタイプモノクローナル抗体KW－082，
KW－106による他のモノクローナル抗体との交叉
反応を検索した．2つのモノクローナル抗体はそれ
ぞれ固有の対応する抗体とは吸光度1．56，1．63と
高値を示した．本研究で検索しえた抗ヒトAFPモ
ノクローナル抗体AFP－26，　ZMAF　2，　AFP／1，抗
ヒトCEAモノクローナル抗体CEM　O10，
ZCEA　I，抗ヒトHLA－A，　B，　C，モノクローナル抗
体W6／32，抗HLA　DR＋DP＋DQモノクローナ
ル抗体DWHC　54，抗ヒト高分子メラノーマ関連抗
原HMW－MAAモノクローナル抗体225．28，抗
CD　3モノクローナル抗体E5／40，抗CD　8モノク
ローナル抗体TU　102など10種の抗体とはすべて
吸光度O．15以下と低値を示し，交叉反応を示さなか
った（表3）．
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IV．考 察
　腫瘍免疫における抗イディオタイプ抗体の研究
は，主として血液悪性腫瘍におい発達してきた．白
血病において細胞表面に表現されている抗原に対す
るマウスのモノクローナル抗体を投与すると一時的
に腫瘍細胞は破壊されるが，すぐこの抗体の結合を
阻害する物質が生じ，これが抗イディオタイプ抗体
によるものと推察された11）．同じような現象は，
OKT　3によって免疫抑制を受けた腎移植患者にも
認められた12）．これらはJerneの理論1）により，生
体に過剰な抗体が生じた際の免疫調節における抗イ
ディオタイプ抗体の役割であり，治療に対して不利
に働くと推察された．一方，イムノグロブリンを細
胞表面に有するB細胞リンパ腫などに対しては直
接的な細胞破壊を目的として用いられ，効果が報告
されてきた．しかし，固形腫瘍における応用は癌関
連抗原に対する免疫応答においての役割にその重点
（7）
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がおかれ，Koprowski13）は進行，再発の消化器癌患
者に対して癌関連抗原に対するモノクローナル抗体
を単独投与し，生体内で誘導された抗イディオタイ
プ抗体の存在を確認し，またそれらの症例では治療
成績が良好であることを報告した．このことは癌関
連抗原に対する腫瘍免疫の分野においても抗イディ
オタイプ抗体が，重要な役割を担っていることを示
唆している．すなわち，このようにイディオタイプ
に対して生じた一連のネットワークにおいて一部の
抗イディオタイプ抗体が抗原の内在像を有してお
り，これが生体に有利に働くと推察された．この理
論を基にNepom14），　Kennedy15）らが実際に抗イデ
ィオタイプ抗体を用いて腫瘍免疫の誘導が可能なこ
とを証明した．Ferroneらニューヨーク医科大学の
グループは悪性黒色腫の系を用いてモノクローナル
抗体を抗イディオタイプに導入し，より詳細な解析
を行うと共に臨床治験においても有効な症例があっ
たことを報告16）し，癌ワクチンとしての応用の可能
性を示唆している．AFPは胎児肝細胞および卵黄嚢
で産生され血中に分泌される胎児性血清蛋白であ
り，その分子量は約7万であり，一本鎖のポリペプ
チドより構成され約3％の糖を含有する17）．肝癌お
よび悪性奇形腫，睾丸腫瘍はAFPを産生するため，
その血中濃度の測定はこれらの悪性疾患の重要な診
断法となっている．また，放射標識した抗AFP抗
体を患者に投与すると，AFP産性腫瘍に集積される
ことが報告され18），腫瘍の局在診断が試みられてい
る．AFPには，その糖鎖に由来するレクチンとの反
　O．1　1，0　10，0
Concentrateon　of　Monocionel　AntibodiesCpg／　ma）
表3Specificity　of　monoclonal　antiidiotypic
　　antibodies　elicited　with　anti　AFP　MoAbs
＾敵w鷲、躍n紬‘
MoAb　　　　　Speclf「city　　　　Immunogbbulin
KW－082 KW－106
AFDO46　　　　　　　AFP　　　　　　　　　　19G1 1．56 1．63
AFP－26　　　　　　　AFP　　　　　　　　　　IgG1 O．08 o．09
ZMAF2　　　　　　AFP　　　　　　　　　IgG1 0．10 O．07
AFP／l　　　　　　AFP　　　　　　　　　IgG2直 O．12 α09
CEMOIO　　　　　　CEA　　　　　　　　　工gG1 O．07 O．06
ZCEAI　　　　　　CEA　　　　　　　　　　IgG1 O．03 O，04・
W6／32　　　HLA－A，B、　C　　　　　工gG1 O．09 O．07
DWHC54　HLA　DR十DP十DQ　　　　IgG2轟o．04 O．08
225．28　　　HMW胃MAA　　　　　I琶G2邑O．11 O．05
E5／40　　　　　　　　CD3　　　　　　　　　　1gG2・ O．03 O．11
Tu102　　　　　　　CD8　　　　　　　　　　1唇G1 O．03 O．07
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Bound　一bility　ire　expressed　“s　“bserbince　et　OD　492rm，
応性の差異で示されている不均一性　（microheter－
ogeneity）がある．このレクチンとの反応性はAFP
の由来した産生組織より異なることが示唆されてい
るが，これを識別するモノクローナル抗体はまだ得
られていない．日馬はすでに抗イディオタイプ抗体
を用いる事によって同一の反応性，分子量と反応す
るモノクローナル抗体に多様性の存在することを示
し，また抗イディオタイプ抗体を投与することによ
り原疾患に反応する症例のあることを報告してき
た19＞．この観点よりAFPに対する抗イディオタイ
プ抗体はこれらの研究に対し有用であり本研究を行
った．
　一般に免疫原性を上昇させずに作製した場合の抗
イディオタイプの出現頻度は約0．6％と言われてお
り，本研究のAFPに対する抗イディオタイプモノ
クローナル抗体の作製効率0．7％は決して良い成績
ではなかった．この理由としては，免疫原として用
いた抗体AFD　O46の抗原性の問題および感度の良
（8）
1992年5月 川原他2名：抗AFP抗体に対するイディオタイプ抗体の作製と解析 一　497　一
いF（ab’）2フラグメントの作製に難渋し，ハイブリ
ドーマの上清のスクリーニングに間に合わなかった
ことにある．本研究にてスクリーニングに用いた
Sandwich　assayは特異性には優れているものの，
感受性はF（ab’）2フラグメントよりかなり劣るが，
簡便である．これに対しF（ab’）2フラグメントの作
製はPepsinを用いて分解するため各抗体において
その反応性が異なり本研究の抗体では良好な活性を
有するものを得るのは困難であった．また，抗
AFD　O46血清はAFD　O　46のAFP抗原への結合を
強く阻止することより汗血清中にはAFD　O46に対
する抗イディオタイプ抗体が存在し，AFD　O46が
AFP抗原上のepitopeと結合する部位，すなわち抗
原結合部位に存在するidiotopeを認識する抗イデ
ィオタイプ抗体のpopulationを有していることが
解明された．また，この抗イディオタイプ抗血清が
他のモノクローナル抗体と交叉反応を示さないこと
より，このpopulationはprivate　idio－typeを認識
している．他の抗AFP血清も同様の成績を示した．
一方，Crossinhibition　assayの結果，抗AFPモノ
クローナル抗体AFD　O46，　AFP／1，　ZMAFの3種
類の抗体は血清学的に同一のepitopeあるいは非常
に近接したepitopeを認識していた．しかし，これ
らに対して作製された抗イディオタイプ血清に交叉
反応は認められなかった．この結果はこれらの間に
イディオタイプを共有していないことが示唆され
た．イムノグロブリンのサブクラスが異なれば近接
したepitopeを認識する抗体でもイディオタイプを
共有しないことは高分子悪性黒色種抗原においても
報告18）されており，同様の結果であった．
　さらに，本研究ではAFD　O46に対するモノクロ
ーナル抗イディオタイプ抗体を作製した．ある特定
のイディオタイプに対する抗イディオタイプ抗体は
多種存在する事が証明されている．作製した抗イデ
ィオタイプモノクローナル抗体は免疫原である
AFD　O46と強く反応する一方，　AFD　O46の抗原抗
体反応を強く阻止し，他のHLA，リンパ球表面抗
原，CEAに対するモノクローナル抗体には全く反応
を示さなかった．このことは，前述したようにポリ
クローナル抗イディオタイプ抗体は抗原結合部位に
対するモノクローナル抗イディオタイプ抗体を含ん
でおり，KW－082，　KW－106は共に抗原結合部位に
対する抗イディオタイプ抗体であることを示唆して
いた．日馬20）はモノクローナル抗体149．53を免疫
することによりイディオトープ内の結合部位の異な
る数種の抗イディオタイプモノクローナル抗体を作
製しており，これらを用いてmappingをおこなっ
ている．そして，この結果から149．53上のイディオ
トープは少なくとも3種類存在し，1つは抗原結合
部位に1つは非抗原結合部位上に，他の1つは両者
の中間部分にあたることを示している．また，免疫
学の抗体により2種のイディオトープしか得られな
かったと報告している．本研究にて得られた抗イデ
ィオタイプモノクローナル抗体は2種類であり，い
ずれも抗原結合部位に対するものであった．作製さ
れた抗血清中には非結合部位を認識する抗イディオ
タイプモノクローナル抗体は含まれていたものと考
えられ，非結合部位に対する抗イディオタイプモノ
クローナル抗体が作製不能であった理由としては，
先にも挙げた抗原としてのAFD　O46の同部位の免
疫原性が弱く認識するクローンが少なかったこと，
およびこれらを検出するにはassayの感度が充分
でなかったことがあげられる．
V．結 語
　1）Crossinhibition　Assayにより4つの抗AFP
モノクローナル抗体の認識するepitopeは，異なる
ことが示唆された．
　2）Inhibition　Assayの結果，4つの抗AFPモノ
クローナル抗体による免疫マウスより得られた血清
は免疫原のモノクローナル抗体のAFPへの結合の
みを特異的に阻止した．
　3）Cross－blocking　assayにおいて，抗イディオタ
イプ抗血清は他の抗AFP抗体，抗CEA抗体，抗
H：LA抗体等の検索しえた範囲内では免疫原以外の
モノクローナル抗体と交叉反応は示さなかった．
　4）抗AFPモノクローナル抗体AFD　O46をマウ
スに免疫することにより，MoAb　AFDO46に対す
る抗イディオタイプモノクローナル抗体を作製し，
2つのCloneが得られた．得られた抗イディオタイ
プモノクローナル抗体をそれぞれkw－082とkw－
106とした．この確率は，0。7％であった．
　5）得られた抗イディオタイプモノクローナル抗
体のサブクラスは，kw－082，　kw－106ともにIgG、
であった．
　稿を終えるに臨み，御指導，御校閲賜りました恩
師木村幸三郎教授に深甚なる感謝の意を表しますと
ともに，御協力頂きました教室員各位に感謝申し上
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げます．本研究は文部省一般研究B（63480295：日
馬）の補助によった．なお，本稿の要旨の一部は，
第49回日本癌学会総会にて発表した．
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